急性淋巴细胞白血病（ALL）是起源于淋巴系统的一种恶性血液肿瘤。与儿童ALL相比，尽管多药联合化疗在成人Ph染色体阴性ALL（Ph^−^ALL）患者中可获得60%\~90％的完全缓解（CR）率，但总体治疗结果不能令人满意，CR后持续接受化疗的患者5年无病生存（DFS）率仅为30%～40%[@b1]--[@b2]。与化疗相比，异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）能够改善患者预后。如何早期识别成人ALL患者中的高危人群，预测治疗反应，选择最佳干预策略，降低复发率，改善生存，是临床医师面临的重要挑战[@b3]--[@b4]。我们对我所166例有诱导治疗第14天（D14）骨髓形态学分析资料的成人Ph^−^ALL患者进行回顾性分析，评估D14骨髓原始细胞比例与治疗反应和预后的关系，探索CR后治疗选择对不同早期反应人群的意义。

病例与方法 {#s1}
==========

一、病例

收集2000年7月至2015年2月北京大学人民医院血液病研究所连续收治的18\~65岁初治Ph^−^ ALL患者361例，对其中有可评估D14骨髓形态学资料的166例（45.98%）患者进行回顾性分析。所有患者均经骨髓细胞形态学、免疫学、细胞遗传学及分子生物学（MICM）检查进行诊断分型，诊断分型符合文献[@b3]--[@b4]标准。

二、治疗

1．诱导化疗：采用CODP±L方案：环磷酰胺（CTX）750 mg/m^2^，第1天；长春新碱（VCR）2 mg或长春地辛（VDS）4 mg，第1、8、15、22天；柔红霉素（DNR）40\~45 mg/m^2^，第1\~3天；泼尼松1 mg·kg^−1^·d^−1^或等效剂量地塞米松（Dex）×21 d，第21天开始递减剂量，1周减停。97例加用左旋门冬酰胺酶（L-Asp）10 000 U/d（第15\~24天）。未缓解（NR）者采用高剂量甲氨蝶呤（MTX）、替尼泊苷（Teniposide）＋米托蒽醌（MIT）方案或高剂量阿糖胞苷（Ara-C）（如FLAG）等方案再诱导治疗。

2．巩固化疗：99例患者采用CODP±L和高剂量MTX方案交替：MTX 1\~1.5 g/m^2^，第1天；续之以CODP 7 d方案交替巩固，其中43例加用L-Asp。67例患者采用改良hyper-CVAD方案[@b5]，第1、3、5、7疗程采用B方案，第2、4、6、8疗程采用A方案。B方案：MTX 1 g/m^2^，第1天；Ara-C 1\~2 g/m^2^（对于\>60岁的患者减量为0.5 g/m^2^），每12 h 1次，第2\~3天。A方案：CTX 300 mg/m^2^，每12 h 1次，第1\~3天；Dex 40 mg/d，第1\~4天、第11\~14天；VDS 4 mg第4、11天；表阿霉素（EPI）60 mg/m^2^，第4天。持续化疗患者巩固8个疗程后进入维持治疗。

3．allo-HSCT：有移植条件的患者在巩固治疗3\~5个疗程后行HLA配型相合或半相合allo-HSCT，否则继续接受巩固和维持治疗。

4．维持治疗：泼尼松1 mg·kg^−1^·d^−1^，第1\~7天；VCR 2mg或VDS 4 mg，第1天；MTX 20 mg/m^2^，每周1次，口服；6-巯基嘌呤（6-MP) 60 mg·m^−2^·d^−1^，口服，第1\~28天。每月1次，直至缓解后2年。

5．中枢神经系统白血病（CNSL）的预防和治疗：采用MTX或（和）Ara-C联合Dex鞘内注射。

三、疗效评估

患者于诱导治疗第14±1天及诱导缓解治疗结束时进行骨髓细胞形态学分析，了解原始细胞所占比例，评估治疗反应。并且之后每次化疗结束后均进行MICM各项指标的疗效评估。CR：骨髓中原始细胞\<0.050，中性粒细胞绝对计数\>1× 10^9^/L，HGB\>100 g/L，PLT\>100×10^9^/L，无髓外白血病证据。复发：获得CR患者骨髓中原始细胞\>0.050或发现髓外白血病证据。DFS时间：获得CR患者，从获得CR之日至复发或CR状态下的死亡之日。总生存（OS）时间：从诊断日期至末次随访之日或死亡之日。

四、随访

主要通过门诊和电话随访，随访截止时间为2015年5月1日。主要随访指标：累积复发率（cumulative incidence ofrelapse，CIR）、DFS和OS。

五、统计学处理

各组生物学特征的比较采用χ^2^检验或Fisher确切概率法。通过受试者工作特性曲线（receiver operating characteristic curve，ROC）方法确定有利于诱导治疗4周达到CR的D14骨髓原始细胞比例，并分析其与预后的关系。CIR采用R软件进行竞争风险分析。生存分析采用Kaplan-Meier方法，各组生存之间的比较采用Log-rank检验。单因素分析*P*\<0.1的因素进入COX回归模型进行多因素分析，以*P*\<0.05为差异有统计学意义。数据分析采用SPSS19.0软件完成。

结果 {#s2}
====

1．一般资料：具有可评估D14骨髓细胞形态学分析结果的166例患者的基线特征见[表1](#t01){ref-type="table"}。男94例，女72例，中位年龄32(18\~64）岁，B-ALL 135例（81.3%），T-ALL 31例（18.7%），根据MRC及SWOG染色体分级标准[@b5]，预后差和极差者（3级和4级）共34例（20.5%）。

###### 全部患者以及诱导治疗第14天（D14）骨髓原始细胞\<0.075和≥0.075两组患者的基线特征

  特征                            总体（166例）           D14骨髓原始细胞比例                             
  ------------------------------- ----------------------- ----------------------- ----------------------- -------
  性别\[例，男/女\]               93/73                   56/45                   37/28                   0.131
  年龄\[岁，*M*（范围）\]         32（18～64）            31（18～62）            33（21～64）            0.346
  WBC\[×10^9^/L，*M*（范围）\]    11.3（0.5～563.6）      10.7（0.5～435.2）      12.2（0.65～563.6）     0.252
  HGB\[g/L，*M*（范围）\]         89（34～194）           88（41～194）           90（34～186）           0.374
  PLT\[×10^9^/L，*M*（范围）\]    58（2～469）            59（3～469）            56（2～411）            0.551
  外周血原始细胞\[*M*（范围）\]   0.457（0\~0.979）       0.443（0\~0.949）       0.469（0\~0.982）       0.119
  骨髓原始细胞\[*M*（范围）\]     0.788（0.183\~0.980）   0.753（0.183\~0.980）   0.812（0.235\~0.980）   0.183
  免疫分型\[例（%）\]                                                                                     0.122
   B细胞型                        135（81.3）             84（50.6）              51（30.7）              
   T细胞型                        31（18.7）              17（10.3）              14（8.4）               
  细胞遗传学分组\[例（%）\]                                                                               0.318
   1级                            3（1.8）                2（1.2）                1（0.6）                
   2级                            129（77.7）             85（51.2）              44（26.5）              
   3级                            6（3.6）                3（1.8）                3（1.8）                
   4级                            28（16.9）              15（9.0）               13（7.8）               
  获得CR后治疗选择\[例（%）\]                                                                             0.123
   维持化疗                       79（54.2）              49（29.5）              30（18.1）              
   allo-HSCT                      87（52.4）              52（31.3）              35（21.1）              

注：CR：完全缓解；allo-HSCT：异基因造血干细胞移植

全部患者中，124例（74.7%）在诱导化疗4周结束时达CR, 155例（93.3%）最终获得CR。CR患者中，79例（51.0%）持续接受化疗，其中11例（7.1%）在复发后以移植为挽救治疗；76例（49.0%）在第1次CR(CR~1~）期接受allo-HSCT。

全部患者中位随访19(2\~175）个月，存活患者中位随访32(2\~175）个月。155例CR患者中，56例在中位9(2\~20）个月时复发。全部患者中，79例死亡，8例（10.1%）死于NR, 51例（64.6%）死于复发，20例（25.3%）死于移植后相关合并症。5年CIR、DFS和OS率分别为53.9%、45.6％和47.2%。

2．影响诱导治疗4周获得CR的D14骨髓原始细胞比例：D14骨髓原始细胞比例中位数为0.020（0\~0.980）。因为诱导治疗4周是否达到CR是公认的影响ALL患者预后的指标，因此，我们通过ROC曲线分析探索D14骨髓原始细胞比例预测诱导4周获得CR的界值，发现最佳界值为0.075，曲线下面积为0.763（95%*CI* 0.664\~0.861），曲线下面积与A~z~=0.5比较，差异有统计学意义。显示该界值具有最佳的预测价值（灵敏度为72.2 %，特异度为77.1 %）。

按D14骨髓原始细胞比例将全部患者分为\< 0.075组（101例，60.8%）和≥0.075组（65例，39.2%），两组患者诊断时的临床特征和获得CR后采用的治疗方式（维持化疗或allo-HSCT）差异无统计学意义（*P*\>0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。D14骨髓原始细胞≥0.075与\<0.075的患者相比，诱导治疗第4周获得CR(42.7％对85.9%，*P*\<0.001）和最终获得CR的比例（75.9％对95.6%，*P*=0.001）均显著降低。

3．影响诱导治疗4周获得CR的因素：分析全部患者诊断时的特征\[年龄（分别以35岁和39岁为界）、性别、WBC(B-ALL以30×10^9^/L、T-ALL以100× 10^9^/L为界）、HGB（以100 g/L为界）、PLT（以100× 10^9^/L为界）、肝/脾/淋巴结是否肿大、是否伴随CNSL或其他髓外白血病、免疫分型（B或T细胞型）、染色体是否为预后差核型\]、诱导化疗方案是否加入L-Asp和D14骨髓原始细胞比例（以0.075为界）与诱导治疗4周是否获得CR的关系。多因素分析显示，高WBC（*HR*=1.8，95%*CI* 1.3\~2.9，*P*=0.015）和D14骨髓原始细胞≥0.075（*HR*=2.5，95%*CI* 1.2\~3.9，*P*=0.001）是患者诱导治疗4周时获得CR的不利因素。

4．D14骨髓原始细胞比例与复发和生存：155例CR患者中，D14骨髓原始细胞≥0.075与\<0.075的患者相比，5年CIR显著升高（49.6％对32.5%，*P*\<0.001），5年DFS率和OS率显著降低（29.6％对49.8%，*P*＝0.006; 32.6％对52.4%，*P*=0.010）。

79例在CR后接受持续化疗的患者中，5年CIR、DFS和OS率分别为65.6%、24.57％和27.29%。D14骨髓原始细胞≥0.075与\<0.075患者相比，5年CIR显著升高（81.5％对56.9%，*P*\<0.001），5年DFS和OS率显著降低（9.7％对32.2%，*P*\< 0.001; 10.5％对34.7%，*P*=0.002）。

接受allo-HSCT患者中，5年CIR、DFS和OS率分别为46.2%、58.65％和63.59%，D14骨髓原始细胞比例是否≥0.075与allo-HSCT后CIR（49.1％对44.6%，*P*=0.373）、DFS（53.6％对60.8%，*P*=0.464）和OS（58.9％对65.2%，*P*=0.816）无明显关系。

上述D14骨髓原始细胞比例与预后的关系见[图1](#figure1){ref-type="fig"}。

![诱导治疗第14天骨髓原始细胞比例\<0.075和≥0.075 Ph染色体阴性急性淋巴细胞白血病患者的生存曲线\
A：全部患者；B：化疗组；C：移植组](cjh-37-06-497-g001){#figure1}

5．影响复发和生存的因素：分析全部CR患者诊断时的特征、诱导化疗方案是否加入L-Asp、D14骨髓原始细胞比例是否≥0.075、诱导治疗4周是否获得CR和CR后治疗选择（化疗或移植）等因素与CIR、DFS和OS的关系。多因素分析显示，诊断时伴随CNSL、D14骨髓原始细胞≥0.075、诱导治疗4周后未达CR、化疗而非移植是增加复发、降低DFS率及OS率的因素。此外，诊断时高WBC是影响DFS率的不利因素（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 影响成人Ph^−^ALL患者复发及生存多因素分析

  变量                    CIR   DFS        OS                                                    
  ----------------------- ----- ---------- --------- ----- ---------- --------- ----- ---------- ---------
  诊断时WBC增高           1.4   0.8\~2.1   0.211     1.5   1.0\~2.4   0.038     1.4   1.0\~1.5   0.091
  诊断时存在CNSL          2.0   1.0\~3.3   0.009     2.5   1.3\~4.8   0.001     2.5   1.4\~4.9   \<0.001
  D14骨髓原始细胞≥0.075   1.6   1.0\~2.5   0.040     1.8   1.3\~2.9   0.012     2.1   1.0\~3.3   0.008
  诱导4周未达CR           1.5   1.0\~2.2   0.028     1.6   1.1\~2.3   0.022     1.9   1.2\~2.9   0.006
  持续化疗而非移植        3.6   2.3\~5.8   \<0.001   3.2   2.0\~4.4   \<0.001   3.0   2.1\~4.1   \<0.001

注：ALL：急性淋巴细胞白血病；D14：诱导治疗第14天；CNSL：中枢神经系统白血病；CR：完全缓解；allo-HSCT：异基因造血干细胞移植。诊断时WBC增高：B-ALL≥30×10^9^/L，T-ALL≥100×10^9^/L；CIR：累积复发率；DFS：无病生存；OS：总生存

在79例CR后持续化疗的患者中，多因素分析显示，诊断时高WBC、伴随CNSL、诱导治疗未加用L-Asp、D14骨髓原始细胞≥0.075及诱导治疗4周后未达CR是增加复发、降低DFS率及OS率的因素。而在76例在CR~1~状态接受移植患者中，未发现影响预后的因素。

讨论 {#s3}
====

本研究结果显示，成人Ph^−^ALL患者在CODP ± L诱导治疗、高剂量MTX方案交替和改良hyper-CVAD巩固治疗、具有移植适应证且有合适供者来源的患者采取allo-HSCT的体系下，除了公认的因素（如诊断时高WBC、伴随CNSL、诱导治疗未加用L-Asp及诱导治疗4周后未达CR）外，D14骨髓原始细胞以0.075为界值，也是影响复发和生存的独立因素，特别是在持续化疗的患者中，但allo-HSCT可以克服D14骨髓原始细胞≥0.075的不利因素。

诱导化疗期间的早期治疗反应能够反映白血病细胞的清除速度，体现了患者对化疗的敏感性。骨髓形态学分析可作为早期治疗反应的评估方法。然而，早期评估的最佳时间点以及原始细胞的比例在不同的研究中结果有别[@b6]--[@b12]。对于儿童ALL，美国儿童癌症治疗组和美国儿童肿瘤治疗组回顾分析6 238例儿童B-ALL患者，根据D14骨髓原始细胞比例将患儿分为\<0.05、0.05～0.25和\>0.25三个组别，\<0.05称为快速早期反应（rapid early response, RER），0.05\~0.25和\>0.25的称为慢速早期反应（slow early response, SER），RER组5年无事件生存（EFS）率高于SER组（84.4％对66.5%），作者建议对SER患儿采取更强的治疗方案[@b6]。St Jude儿童研究医院的研究显示D14骨髓有可辨认的原始、幼稚淋巴细胞的患儿5年DFS率较低[@b7]。MD Anderson癌症中心回顾分析365例成人ALL，评估两种不同化疗方案（VAD和HCVAD）D14骨髓原始细胞\>0.050对成人ALL预后的影响，在VAD治疗组发现D14骨髓原始细胞\>0.050的患者其3年EFS率较D14骨髓原始细胞\<0.050的患者低，D14骨髓原始细胞是否\>0.050是影响EFS的独立因素[@b13]。本研究的对象为成人Ph^−^ ALL患者，在我院治疗体系下，通过ROC曲线方法确定D14骨髓原始细胞是否\> 0.075是影响治疗反应和总体预后的独立因素，得到与MD Anderson癌症中心相似的结论，证实早期治疗反应是预测ALL患者预后的重要指标。

本研究的结果提示，D14骨髓原始细胞≥0.075的患者应被视为高危人群，后续治疗强度应增加。邱录贵等[@b14]及杨小珠等[@b15]采用CALLG-2008方案治疗成人ALL，诱导治疗方案为VDCLP(VDS+DNR+ CTX+L-Asp+Pred），根据D14骨髓情况第3周给予DNR 40 mg/m^2^×3 d, 4周CR率高达90.1%。提示对于早期治疗反应不佳的患者，推荐诱导化疗第3周追加化疗药物的使用（如DNR40\~45 mg/m^2^），以期提高诱导4周CR率。

本研究还发现，在持续接受化疗的患者中，D14骨髓原始细胞≥0.075的患者预后极差。而在接受allo-HSCT的患者中，这一不良因素并未影响allo-HSCT的总体结果。提示allo-HSCT可以克服早期治疗反应不佳这一不良因素，改善患者预后。因此，这类高危患者获得CR后，应强力推荐进行allo-HSCT。但移植是否能让这些高危患者获益，还需要前瞻性、大样本临床试验来证实。

本研究的局限性包括：回顾性研究，非连续性病例，病例数相对较少，治疗方案不统一，进行维持化疗或allo-HSCT的选择为非随机性等。

总之，我们的研究结果显示，D14骨髓原始细胞比例可作为成人Ph^−^ALL早期治疗反应的评估指标，具有提示预后并指导后续治疗策略制定的意义。
